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摘要 : 细胞 色素 PASO 单 加 氧 酶 (cytochrome P450 monooxygenases, P450s) 是 由 多 个 功能 相关 的 亚 铁血 红 素 - 硫 醇 盐 蛋 
日 基因组 成 的 一 个 基因 超 家 族 , 在 各 种 内 源 和 外 源 物质 的 代谢 中 起 着 主要 作用 。 目 前 GenBank 中 注册 的 昆虫 P450 
基因 序列 已 超过 1 000 个 , 其 中 双 翅 目 占 序列 总 数 的 74% , 鲜 翅 上 日 占 序列 总 数 的 16% 。 而 昆虫 P450 基因 序列 已 殉 
隆 的 全 长 序列 中 大 部 分 属于 CYP4 和 CYP6 家 族 , 两 个 家 族 成 员 分 别 占 总 数 的 20% 和 45%。 利 用 GenBank 中 现 已 注 
册 的 昆虫 P450 基因 的 cDNA 全 长 序列 进行 比 对 并 绘制 进化 树 , 揭示 不 同 种 类 昆虫 PASO 的 亲缘 关系 。 结 果 显 示 基 于 
P450 基因 的 昆虫 部 分 目的 进化 关系 与 大 部 分 先前 依据 其 他 分 子 数据 或 形态 分 类 学 得 到 的 昆虫 系统 进化 关系 基本 吻 
合 。 现 有 研究 表明 , 细胞 色素 PASO 基因 的 表达 可 能 受 顺 式 作 用 元 件 (cis-acting element) AHA F (trans-acting 
factor) 或 两 者 共同 调控 , 调控 可 能 涉及 转录 增强 的 转录 机 制 或 mRNA 稳定 性 增加 的 转录 后 机 制 。 
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Abstract: Cytochrome P450 monooxygenases ( P450s) are a superfamily of genes encoding multifunctional 





heme-thiolate proteins that play a dominant role in the metabolism of a wide variety of both endogenous and 
xenobiotic substances . The total number of P450 genes in insects registered in the GenBank is over 1 000. 
Most of the registered P450 gene sequences are from Diptera (74% ) and Lepidoptera (16% ). Of the total 
full-length sequences of P450 genes of insects registered, 20% are CYP6 members and 45% CYP4 members. 
A novel phylogenetic tree of the insect P450 superfamily which expounds evolutionary relationship of different 
subfamilies and orders was here constructed using a multiple alignment of the registered insect P450 
sequences. The relationships of insect orders revealed by the phylogenetic tree most match the evolutionary 
relationships of insect orders based on other molecular data or morphological taxonomy. The present research 
indicates that the expression of cytochrome P450 genes may be regulated by cis-acting element or/and trans- 
acting factor, and the regulation mechanisms may involve the transcription enhancement ( transcriptional 
mechanism) or an increase in mRNA stability ( post-transcriptional mechanism). 
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oH Hel (2,28 P450 单 加 氧 酶 系 是 一 种 广泛 分 布 于 (cytochrome P450 monooxygenase, P450) 是 一 类 含 
需 氧 生物 体内 的 氧化 酶 系 ， 由 细胞 色素 PASO MLR AREA, 它 是 微粒 体 多 功能 氧化 酶 
氧 酶 、 细 胞 色素 b, 和 NADPH- 细 胞 色素 P450 还 原 ” 的 末端 氧化 酶 从 NAD(P)H 获得 电子 后 ,催化 单 
酶 等 多 种 成 分 组 成 。 细 胞 色素 P450 A y MAJ M (Green et al., 2004; Hoshi and Lahiri, 
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2004) 。 但 由 于 昆虫 P450 含量 低 且 不 稳定 ,从 昆虫 
中 纯化 鉴定 PASO 难度 较 大 。80 年 代 末 以 后 , 昆虫 
P450 新 基因 不 断 被 克隆 出 来 , 对 于 昆虫 P450 的 研 
究 才 取得 了 迅速 的 发 展 。 

细胞 色素 P450 是 参与 外 源 和 内 源 化 合 物 合成 、 
分 解 的 一 种 重要 代谢 酶 系 (Feyereisen ，1999 Scott, 
1999) , P450 在 生物 体 中 分 布 广泛 ,1967 年 Ray B 
FETE ZEW Musca domestica 中 确定 P450 的 存在 。 由 
于 生物 体 中 P450 种 类 的 多 样 性 和 P450 广泛 的 底 物 
FIE, 细胞 色素 P450 在 昆虫 的 生命 过 程 中 有 多 
种 功能 。 包 括 参 与 杀 虫 剂 和 植物 次 生物 质 的 代谢 以 
及 旷 皮 激素 、 保 幼 激素 .性 信息 素 的 合成 , 与 昆虫 的 
生长 、 发 育 和 防御 密切 相关 (eyereisen 1999; Scott 
and Wen, 2001) 。 昆 虫 利用 P450 的 调控 作用 对 寄 
主 植 物产 生 适 应 性 (Liu et al.,2006) 。 昆 虫 通 过 集 
中 于 中 肠 的 解毒 系统 (包括 P450s、 谷 胱 甘 肽 -S- 转 移 
酶 和 酯 酶 等 ) 对 摄 入 的 有 毒物 质 ( 包括 植物 次 生物 
质 ) 快 速 代谢 , 而 脂肪 体 有 利于 代谢 经 表皮 或 气管 
进入 体内 的 有 毒物 质 (于 彩虹 等 ,2002 ) 。P450 单 
加 氧 酶 在 昆虫 的 各 个 组 织 中 广泛 分 布 , 中 肠 、 脂 肪 
体 和 马 氏 管 中 活 性 较 高 (Scott, 2008) 。 在 昆虫 的 各 
个 发 育 阶 段 , PASO 单 加 氧 酶 的 活性 有 显著 的 变化 ， 
在 各 个 龄 期 的 幼虫 中 活性 变化 明显 (Scott，1999 , 
2008 ) 。 虽 然 细 胞 色素 PASO 家 族 成 员 之 间 的 一 级 
结构 差异 较 大 , 氨基 酸 序 列 同 源 性 很 低 , 但 是 越 来 
越 多 的 证 据 表 明 , 细胞 色素 P450 的 空间 结构 却 有 
者 较 大 的 相似 性 , HERA HSARA A 
酸 组 成 的 活性 中 心 (Weller and Foster, 1993; Sagmi 
and Shimizn , 1998)。 有 关 屁 虫 P450 生化 特性 、 族 
导 特 性 、 结 构 与 功能 的 关系 以 及 基因 的 表达 调控 已 
有 一 些 综 述 (Brattsten et al., 1986; Scott, 1999; 
Feyereisen, 2005 ) 。 

细胞 色素 PASO 起 看 对 杀 虫 剂 解 毒 和 活化 的 双 
重 作 用 (Hardstone et al., 2007; Scott, 2008) , P450 
单 加 氧 酶 作为 昆虫 体内 三 大 解毒 酶 系 ( 细 胞 色素 
P450 、 谷 胱 甘 肽 -S$- 转 移 酶 和 乙酰 胆 碱 酯 酶 ) 之 一 ， 
现 已 证 明 是 大 多 数 重要 害虫 对 杀 虫 剂 产生 高 水 平 抗 
性 和 交互 抗 性 的 主要 原因 。 代 谢 抗 性 的 化 学 本 质 是 
杀 虫 剂 代 谢 活 性 的 增强 , 归 因 于 相关 酶 在 数量 或 质 
量 上 的 改变 , 可 能 涉及 的 机 制 包括 基因 扩 增 \ 酶 基 
因 突 变 以 及 基因 转录 的 增强 等 (Liu and Scott， 
1998) 。 对 于 昆虫 抗 性 的 产生 和 调控 机 制 唐 振 华 和 
EAE (2000) VA Ke BR Be EAS IKE (1999 ) 已 经 作 
过 比较 全 面 的 综述 。 


近年 来 随 者 科技 的 发 展 , 大 量 的 CYP 基因 得 
到 克隆 和 鉴定 。 本 文 总 结 了 昆虫 各 个 目 在 GenBank 
中 已 注册 的 PASO 基因 cDNA 序列 , 利用 软件 进行 
序列 比 对 并 构建 进化 树 ,， 用 以 研究 不 同 种 类 昆虫 
P450 的 亲 绿 关系 。 并 对 PASO 基因 的 表达 调控 机 制 
的 最 新 进展 进行 综述 。 


1 昆虫 P450 基因 的 种 类 多 样 性 


细胞 色素 P450 是 有 35 亿 年 进化 历史 的 古老 基 
AZ We ( Nelson, 1998) , ， 有 极 大 的 种 类 多 样 性 
(Wojtasek and Leal, 1999) 。 细 胞 色素 P450 单 加 氧 
酶 是 由 多 个 基因 家 族 组 成 的 一 个 基因 超 家 族 
(superfamily) ， 并 被 进一步 分 成 许多 基因 家 族 
(family) ， 每 个 基因 家 族 又 包括 数 个 基因 亚 族 
(subfamily) 。 昆 虫 P450 基因 家 族 分 别 拥有 众多 的 
亚 家 族 成 员 和 等 位 基因 突变 体 , 对 于 P450 的 命名 
曾经 比较 混乱 。Nebert 等 提出 的 P450 系统 命名 法 
现 已 被 广泛 接受 (Nebert et al., 1987, 1989, 1991; 
Nelson et al., 1993, 1996) 。 在 该 系统 中 所 有 物种 的 
细胞 色素 PASO 同 工 酶 ( 除 果 蝇 及 鼠 基 因 用 Cyp 人 外) 
均 以 字母 "CYP ”为 词 首 。 随 后 的 阿拉 人 数字 表 示 不 
同 家 族 , 阿拉 伯 数 字 后 的 大 与 字母 表示 不 同 亚 家 
族 , 字母 后 面 的 数字 表示 不 同 的 同 工 酶 。 细 胞 色素 
P450 WAEREA 40% 以 上 的 一 致 性 (identity ) , 
归于 同一 家 族 , 如 CYP6; 氨基 酸 序列 大 有 55% 以 
上 的 一 致 性 则 归于 同一 亚 家 族 , 如 CYP6A。 用 正体 
大 写 代表 基因 产物 .mRNA 或 蛋 日 质 ; 基因 用 斜体 
表示 。 

已 发 现 的 昆虫 P450 基因 分 属于 CYPA, CYP6, 
CYP9, CYP12, CYP18, CYP28, CYP49 和 CYP301 
- 34148 个 家 族 (Amenya et al., 2008), HHP 
CYP6, CYP9, CYP12, CYP18 和 CYP28 5 个 基因 
家 族 为 昆虫 特有 (Berge et al., 1998) 。 大 量 的 CYP6 
以 及 CYP4 家 族 成 员 在 抗 性 品系 品系 中 表现 出 过 量 
表达 因而 被 认为 是 抗 性 相关 的 P450 基因 。 

截止 至 2007 年 12 H, GenBank 中 注册 的 昆虫 
P450 cDNA 已 超过 1 000 ^. ARIE Drosophila 
melanogaster FU |X] EK NV. T x. Anopheles gambiae 基 
组 测序 的 完成 为 双 翅 目 昆 虫 P450 数目 的 迅速 增长 
更 定 基 础 。 鳞 翅 目 因为 包含 多 种 农业 害虫 也 进行 了 
较 多 的 研究 。 已 注册 的 昆虫 P450 cDNA 全 长 序列 
及 片段 共有 1 043 个 ,其 中 全 长 序列 259 个 , FEE 
78474, XL EL EL FEY P450 全 长 cDNA 152 f, 


3 期 


种 类 Species 


SEHE Lepidoptera 
家 看 Bombyx mori 


小 菜 蛾 Plutella xylostella 
ERA Bombyx mandarina 
烟 芽 夜 蛾 Heliothis virescens 


烟草 天 蛾 Manduca sexta 


斜纹 夜 蛾 Spodoptera litura 
Fe AE Papilio polyxenes 
RA Antheraea yamamai 
欧洲 防风 草 结 网 毛 忠 
Depressaria pastinacella 


棉铃 虫 Helicoverpa armigera 
美洲 棉铃 虫 Helicoverpa zea 
KUR Papilio canadensis 


北美 黑 条 黄 凤 蝶 Papilio glaucus 
HERIR Mamestra brassicae 
ITTE Helicoverpa assulta 


小 计 Subtotal 


XS El Diptera 


Drosophila melanogaster 


FHL Drosophila pseudoobscura 
[x] E, NE Tz. Anopheles gambiae 


zh Musca domestica 
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表 1 已 克隆 的 昆虫 P450 基因 cDNA 
Table 1 Cloned P450 cDNA in insects 


cDNA 全 长 序列 cDNA full-length sequences 


CYP4G25, CYP4M5, CYP4M9, CYP6AB4, CYPGABS, CYPGAE, CYPGAE2, CYP6AE9, 
CYPGAES, CYPGAE22, CYPGAE21, CYP6AE7, CYP6AU1, CYP6B29, CYP9A20, CYP9AI9, 
CYP9A19 ( strain Dazao), CYP9A19 ( strain Laos) , CYP9A22, CYP9A22 (strain Dazao ) , 
CYP9A22 ( strain Laos), CYP9A21, CYP18A1, CYP302A1, CYP315A1, CYP306AI, 
CYP305B1 , CYP337A1 


CYP6BF] (vl ,v2 ,v4) 
CYP4M9, CYP6AB4, CYP6B29, CYP9AI9, CYP9A22, CYP305Blwl , 


CYP9A1 12 
CYP4M2, CYP307A1 , CYP314A1 , CYP315A1 , CYP302A1 , 
CYP306A1 

CYP4MI4vl , CYP4S9v1 


CYP6B3(v5 , v4, v3c, v3b, v3a) , CYP6BI (42 , v1) 


CYP4G25 


CYP6AB3v2 , CYPGAB7 , CYP6AB3 , CYP6AEIC 
CYPGAEI2 , CYP6B2, CYP6B6( midgut) , CYP6B6 (fat body) CYP6B7, CYP9A12, CYP9AI4, 


CYP9AI7, CYP9AI8 
CYP4M6 , CYP4M7, CYP6B8, CYP321A1 


CYP6B25 , CYP6B26 
CYP6B4, CYP6B23 , CYP6B24 


CYP4IA , CYP4S4 
1 


78 


CYP4ACI, CYP4AC2, CYP4AC3, CYP4AD1, CYP4C3, CYPADIA, CYP4DIB, CYP4D2, 
CYP4D8, CYP4D14, CYP4D21, CYP4E1, CYP4E2, CYP4E3, CYP4G1, CYPA4AEI, 
CYP4G15A, CYP4GI5B, CYP4P1, CYP4P2, CYP4P3, CYP4S3, CYP6A2, CYP6A8, 
CYP6A9, CYP6AI3, CYP6AI4, CYP6AI7, CYP6AI8, CYP6AI9, CYP6A20, CYP6A21, 
CYP6A22, CYP6A23, CYP6D2, CYP6D4, CYP6D5A, CYP6DSB, CYP6GI, CYP6G2, 
CYP6TI , CYP6T3, CYPGUI , CYP6VI, CYP6W1, CYP9B1, CYP9B2, CYP9C1, CYP9F2, 
CYP9H1, CYP1244, CYPI2A5, CYPI2B2, CYPI2CI, CYPI8, CYPI8AIA, CYPISAIB, 
CYP28A5, CYP28C1, CYP28D1 , CYP28D2 , CYP301A1 , CYP303A1 , CYP304A1 , CYP305A1 , 
CYP307A1, CYP308A1, CYP309A1, CYP30942, CYP310A1, CYP311A1A, CYP311AIB, 
CYP312A1, CYP313A1, CYP31342, CYP313A3, CYP313A4, CYP313A5, CYP313B1, 
CYP314A1 , CYP315A1 , CYP316A1 , CYP317A1 , CYP318AI1 


CYPM3R9, CYPM3R5, CYP6AA1, CYP6M1, CYP6NI, CYP6N2, CYP6P1, CYP6P2, 
CYP6P3, CYP6P4, CYP6R1, CYP6S1, CYP6S2, CYP6Y1, CYP6Z1, CYP6Z2, CYP6Z3, 
CYP9KI , CYPI2F1 , CYPI2F2, CYP12F3, CYP12F4 


CYP4D3w2, CYPAD4w2, CYP4D35, CYP4D36, CYP4G2v, CYPAGI3, CYP6ASw, 
CYP6A24, CYP6A36, CYP6A37, CYP6A38v1, CYP6D1, CYP6D32, CYP6D3v3, CYPI2AI , 
CYP12A2, CYP28BI 


303 


片段 数 
Number of 


segments 


20 


84 
109 


59 


162 


304 


续 表 1 Table 1 continued 


种 类 Species 


IRR Aedes aegypti 

淡色 库 蚊 Culex pipiens 

白 纹 伊 蚊 Aedes albopictus 
etk Ochlerotatus sollicitans 
Rha Drosophila mettleri 
Hg Drosophila pachea 
海德 氏 果 蝇 Drosophila hydei 
微小 按 蚊 Anopheles minimus 
不 吉 按 蚊 Anopheles funestus 
白 腹 丛 蚊 Armigeres subalbatus 
小 计 Subtotal 


鞘翅 目 Coleoptera 


IWAK Tribolium castaneum 
US SE FH R Leptinotarsa 


decemlineata 


青 杨 虎 天 牛 Xylotrechus rusticus 
Hitt Brontispa longissima 

异 发 丽 金龟 Phyllopertha diversa 
玉米 根 莹 叶 甲 Diabrotica virgifera 
小 计 Subtotal 

膜 翅 目 Hymenoptera 

意大利 蜂 Apis mellifera 

ZT KAY Solenopsis invicta 

小 计 Subtotal 

+H Hemiptera 

美国 牧草 盲 晴 Lygus lineolaris 
长 红 锥 晴 Rhodnius prolixus 

HAS AHL Diaphorina citri 
桑 粉 介壳 虫 Maconellicoccus hirsutus 
小 计 Subtotal 

等 翅 目 Isoptera 

山林 原 白 蚁 Hodotermopsis sjostedti 
EKA MA HA 

Coptotermes acinaciformis 

TKR SOR A 
Mastotermesdarwiniensis 


fH AA AN Reticulitermes flavipes 


小 计 Subtotal 
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cDNA 全 长 序列 cDNA full-length sequences 


CYP6ALI , CYP9JI , CYP9J2, CYP302A1 , CYP314A1 , CYP315A1 


CYP6EI , CYP6FI1 
CYP6N3 (vl , v2, v3) 


CYP6PI (vl , v2, v3, v4, v5) ,CYP6BBI (vl, v2, v3, v4 , v5) 
CYP4D10, CYP4E5, CYP9B3, CYP28A1 , CYP28A2 


CYP6P7, CYP6PS 
CYP6B9 


152 


CYP404, CYP407 


CYP4G29 , CYP6BHI (v1 , v2) , CYP6BJI , CYP9VI 


CYP4G11, CYP6AS5 , CYP314A1 
CYPA4ABI , CYP4AB2 
5 


CYP6XI (vl, v2, v3) 


CYP6AMI 


CYPAUI 


52 卷 


片段 数 
Number of 


segments 


197 
26 
7 
18 


17 


615 


33 


48 


© 


O O W 


12 


21 
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续 表 1 Table 1 continued 


Fr BOR 
种 类 Species cDNA 全 长 序列 cDNA full-length sequences Number of 
segments 
25 i 8 Blattaria 4 
KEEP HU Diploptera punctata CYP9EI , CYPISAI 
fil E] / NIE Blattella germanica CYP4GI5, CYP4C21 , CYP6J1, CYP6KI, CYP6L1, CYP9E2P1, CYP9E2, CYP9E2P2 4 


小 计 Subtotal 10 


Il FA H Psocoptera 


VE S B Liposcelis bostrychophila CYP6CEI , CYP6CE2 


小 计 Subtotal 2 


总 计 Total 259 


cDNA 片段 615 个 , 共 占 序列 总 数 的 74% ; Sir A 
已 克隆 的 全 长 cDNA 序列 78 个 , cDNA 片段 84 个 ， 
共 占 序列 总 数 的 16% 。 这 两 个 目 昆 虫 的 P450 占 昆 
H P450 cDNA 总 数 的 90% 4 X E]. P450 全 长 序列 
及 片段 大 部 分 来 自 黑 腹 果 晶 、 囚 比 亚 按 蚊 和 埃及 伊 
$x Aedes aegypti; fH A PASO 则 大 多 来 自家 看 
Bombyx mori, HAR JL E HÉ P450 基因 全 长 序 
A4 Fr Ez UA SEHSH H (55 7) SSH H (23 F) ER H 
(18 个 ) 居多, 这 3 个 目的 序列 数 占 总 数 的 9% 。 
CYP4 和 CYP6 家 族 与 昆虫 抗 药 性 相关 ,， 所 以 有 大 
量 的 基因 被 克隆 。 在 已 克隆 的 全 长 序列 中 大 部 分 属 
于 CYP4 和 CYP6 ACR, CYP4 家 族 已 克隆 的 全 长 序 
列 有 51 个 , CYP6 家 族 已 克隆 的 全 长 序列 有 116 个 
分 别 占 全 长 cDNA 的 20% Fil 4596 。 

随 着 人 研究 的 深入 ,细胞 色素 P450 家 族 正在 不 
HD 35. 基因 数目 不 断 增 加 。 但 研究 集中 在 双 翅 目 
和 鲜 运 目 等 少数 几 个 目的 几 个 昆虫 种 , 对 于 昆虫 纲 
P450 的 整体 情况 还 需 进 一 步 研 究 。 


2 EH P450 基因 的 进化 关系 


虽然 细胞 色素 P450 有 35 亿 年 的 进化 历史 ,而 
古生物 学 及 地 质 学 证 据 表 明 , 昆虫 及 其 他 陆 生 节 及 
动物 起 源 于 距 今 约 3 亿 年 以 前 。Nelson 等 (1998 ) 
构建 的 包括 70 个 动物 细胞 色素 PASO. 的 系谱 发 生 树 
显示 :在 CYP3 CILAN 中 包含 的 昆虫 CYP6 家 族 和 
CYP9 家 族 与 哺乳 动物 CYP3 和 CYPS 家 族 杀 缘 关 
系 较 近 。 有 学 者 推测 昆虫 CYP6 家 族 约 在 3 亿 ~7 
亿 年 前 从 CYP3 家 族 中 分 化 出 来 的 (Nelson and 
Strobel, 1987) , Rewitz 等 (2007 ) WR f xxl H ~ 85 
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翅 目 、 腊 翅 目 .鞘翅 目 等 4 个 目 部 分 昆虫 的 CYP307 , 
CYP306, CYP302 等 P450 Halloween 家 族 基因 的 系 
统 发 生 关 系 , 发 现 它们 和 痊 椎 动物 P450 来 源 于 共 
同 的 祖先 。 为 了 解 昆虫 P450 基因 的 系统 进化 关系 ， 
利用 GenBank 现 已 注册 的 大 部 分 昆虫 P450 全 长 基 
因 序 列 构建 系统 进化 树 (图 1) 。 构 建 系统 进化 树 之 
前 首先 采用 ClustalX 1.83 对 P450 的 核 苷 酸 序列 进 
行 序列 比 对 , 然后 利用 MEGA version 3. 1 进行 系统 
进化 树 的 构建 。 系 统 进 化 树 的 构建 方法 为 最 大 简约 
法 (maximum parsimony method, MP) ,参数 选择 软件 
上 默认 的 缺 省 参数 ( bootstrap 检验 重复 500 次 ) R 
细胞 色素 PASO 系统 进化 树 包 括 8 个 目 34 个 种 。 如 
图 1 所 示 ，CYP12 和 CYP314, CYP315 等 线粒体 
P450 家 族 很 早 就 分 化 出 来 了 , 这 一 文系 可 能 在 真 
核 和 原核 生物 分 化 之 前 就 已 生成 了 。CYP4 家 族 可 
能 是 昆虫 CYP 家 族 中 最 早 分 化 出 来 的 一 个 ,与 先 
前 报道 的 研究 结果 (Degtyarenko and Archakov, 
1993) 一 致 。 已 测 出 全 长 序列 的 昆虫 P450 基因 中 ， 
接近 半数 的 基因 属于 CYP6 家 族 。CYP6 是 与 昆虫 
抗 性 的 产生 关系 最 密切 的 一 个 基因 家 族 , 因而 不 断 
有 新 的 基因 被 克隆 出 来 。 图 1 显示 ，CYP6 家 族 中 
CYP6D 亚 族 是 优先 于 其 他 CYP6 亚 家 族 分 化 出 来 
的 , 与 CYP4 杀 绿 关系 较 其 他 CYP6 亚 族 近 。 推 测 
CYP6D 亚 族 可 能 是 最 早 从 CYP4 家 族 中 分 化 出 来 的 
一 个 CYP6 亚 家 族 。 

图 1 显示 , 与 CYP6 和 CYP9 等 昆虫 特有 家 族 
相 比 ，CYP4 家 族 在 进化 关系 上 属于 单独 的 一 文 ， 
这 一 支 包 括 了 所 有 已 知 全 长 序列 的 CYP4 家 族 成 
员 。 已 有 文献 报道 昆虫 细胞 色素 P450R 的 CYP4 家 
族 比 CYP6 家 族 更 接近 于 哺乳 动物 CYP3 家 族 ， 
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CYP4 5j CYP6 可 能 是 在 哺乳 动物 与 昆虫 分 化 之 前 
通过 基因 复制 而 产生 的 (Wang and Hobbs, 1995) 。 
Ono 等 (2005 ) 研究 发 现 ,， 几 种 昆虫 的 CYP4 家 族 基 
A A ARS CYP311A1, CYP312A1 亚 族 亲缘 关系 较 
Yr, 与 图 1 显示 的 结果 一 致 。CYP6 家 族 的 进化 关 
系 较为 复杂 , 虽然 所 有 的 家 族 成 员 都 属于 在 进化 关 
系 上 和 CYP4 并 列 的 一 个 大 的 文系 , 但 这 个 支 系 里 
包括 CYP6, CYP9, CYPI8, CYP28 等 多 个 基因 家 
族 。 这 与 Feyereisen( 2005 ) 的 研究 结果 一 致 。CYP6 
家 族 中 的 各 个 亚 族 的 进化 关系 也 错综复杂 ， 


Ms 


CYP6B, CYP9, CYP18 和 CYP28 等 在 另 一 个 进化 
支 系 上 。CYP6B 和 CYP9 亲缘 关系 较 近 , 而 CYP18 
和 CYP28 的 亲缘 关系 较 近 。 在 分 化 时 间 上 ，CYP18 
和 CYP28 的 分 化 早 于 CYP6B 和 CYP9。CYP6B 亚 
族 可 能 是 CYP6 家 族 最 晚 分 化 出 来 的 。 图 1 显示 ， 
CYP6D 亚 族 是 CYP6 家 族 中 最 先 分 化 出 来 的 一 个 亚 
族 , 有 可 能 是 其 他 亚 族 的 祖先 。Tomita 和 Scott 
(2005 ) 通过 比较 不 同 CYP6 亚 族 基因 的 内 含 子 也 推 
Wr CYP6A1, CYP6A2 #il CYP6B1 可 能 是 由 CYP6DI 
进化 而 来 。 
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网 1 Genbank 中 已 注册 的 昆虫 纲 P450 全 长 cDNA 序列 系统 进化 树 
Fig. 1 Phylogenetic tree of full-length insect P450 cDNA registered in GenBank 
在 GenBank 中 输入 “种 名 + P450 "进行 检索 得 到 cDNA 全 长 序列 。 用 ClustalX 1.83 和 MEGA3.1, 进行 序列 比 对 和 进化 树 构建 。 进 化 树 构 建 方 
法 为 MP 法 bootstrap 检验 重复 500 次 。Search for full-length P450 cDNA in GenBank with the search word "specific name + P450". Sequence 
alignment is done by ClustalX 1.83 and the phylogenetic tree is built by MEGA3. 1. The MP method was used to form the tree and the bootstrap value is 


500. 
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图 2 昆虫 纲 在 干 目的 进化 关系 
Fig. 2 Evolutionary relationships of several orders in insecta 
A:8 AHKERA ZHR Cfr 138, 2001) Morphological relationships of 8 insect orders (adapted from Zhou, 2001) ; B: 由 图 1 中 CYP6 亚 族 的 进化 树 显 示 的 昆虫 5 
A H P450 进化 关系 Evolutionary relationships of P450s in 5 insect orders according to the phylogenetic tree of CYP6 in Fig. 1; C: 由 图 1 中 CYPA 亚 族 的 进化 树 显示 的 昆 
th 4 A BE P450 进化 关系 Evolutionary relationships of P450s in 4 insect orders according to the phylogenetic tree of CYP4 in Fig. 1; D: 由 图 1 中 CYP6 和 CYP4 亚 族 的 进 
化 树 显示 的 昆虫 7 个 目 P450 进化 关系 Evolutionary relationships of P450s in 7 insect orders according to the phylogenetic tree of CYP6 and CYP4 in Fig. 1. 


由 于 黑 腹 果 晶 Drosophila melanogaster, |X) EU, NV. 
TEX Anopheles gambiae 等 双 茵 目 昆 虫 基因 组 测序 的 
完成 和 对 棉铃 虫 , PARAR Palio polyxene, 北美 
WEEER Papilio glaucus 等 鳞 翅 目 农业 昆虫 广泛 
研究 的 深入 , 现 已 分 离 和 鉴定 的 大 部 分 PASO 基因 
AE PE OG BABA. R1 包括 的 已 知 全 长 序 
列 的 P450 基因 中 ,CYP6A 亚 族 成 员 大 多 来 自 双 起 
A, 而 CYP6B Wey at ht ZEA ABR A. HE 
BH CYP6A 和 CYP6B 两 个 亚 族 可 能 是 在 双 荡 目 和 鳝 
翅 目 分 化 出 来 后 才 生 成 的 。 

与 CYP6A 亚 族 同 源 的 一 个 进化 文系 包含 多 个 
目的 CYP6 家 族 基 因 , 分 别 是 半 翅 目 美国 牧草 育 晴 
Lygus lineolaris 的 CYP6X Wik, HH E] 4$ SEFH R 
Leptinotarsa decemlineata 的 CYP6BH 和 CYP6BJ 亚 
Jk, “#8 E] Hodotermopsis sjoestedti 的 CYP6AM Y. 
H, "PE ES mU Liposcelis bostrychophila 的 6CE Y. 
RAD BE NE EI QE Es] /| NIE Blattella germanica 的 CYP6J, 
CYP6K, CYP6L 亚 族 。 从 几 1 的 显示 的 亲缘 关系 来 
A, 这 几 个 目的 CYP6 AEE SKS AO H 
CYP6A 亚 族 基因 分 化 成 两 个 不 同 的 支 系 了 , 这 与 
这 些 基 因 所 属 目的 形态 学 分 类 关系 大 致 相似 
(图 2:A)。 由 昆虫 CYP6 系统 进化 树 显 示 的 各 目 进 


化 关系 (图 2:B) 可 得 , SEMEL B CYPO 族 基 因 相 对 
于 上 述 其 他 几 个 目 是 较 早 分 化 出 来 的 。 等 翅 目 和 嗜 
虫 目的 CYP6 族 基因 表现 出 一 定 的 同 源 性 , 在 分 化 
RH. Eten H CYP6 jk Zia. FA A A A 

真 变态 群 中 较 晚 分 化 的 目 , 两 者 的 CYP6 族 基因 
有 同 源 性 相对 于 上 述 其 他 几 个 目的 CYP6 族 基 因 
也 是 最 晚 分 化 出 来 的 。 但 由 于 这 几 个 日 已 分 离 的 
P450 全 长 基因 数目 很 少 , 它们 确切 的 进化 关系 仍 
需 进 一 步 研究 。CYP4 亚 族 系统 进化 树 显示 , 各 日 
P450 71 f B ESTE T] DAA B Ho 7 Sal Jc : SEE H8 HL E 
KRA H mA H CR 2:C), Hi CYP6 和 CYP4 家 

族 进化 树 推 测 的 各 目 P450 进化 关系 如 图 2(D)。 


3 昆虫 P450 基因 的 调控 


昆虫 细胞 色素 PASO 可 被 药物 、 植 物 次 生性 物 
质 、 杀 上 虫 剂 等 诱导 。 关 于 昆虫 P450 的 调控 邢 星 辉 和 
冷 欣 夫 (1999) 已 经 作出 较 详细 的 综述 。 人 研究 发 现 ， 
P450 介 导 昆虫 抗 性 的 可 能 机 制 包括 P450 的 MM 

I> (Hemingway et al., 2004) 和 氨基 酸 残 基 改 变 。 
控 基 因 的 突变 引起 的 P450 的 过 量 表达 可 能 是 paso 
介 导 抗 性 的 主要 机 制 。 
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近 几 年 又 不 断 有 新 的 研究 结果 证 明 P450 的 过 
量 表 达 在 介 导 昆虫 抗 性 产生 方面 的 重要 作用 。 
Bautista 等 (2008 ) Ac BH Sa 28 B DE HE m R/M SE HR 
Plutella xylostella 4 龄 幼虫 体内 的 P450 X 
CYP6BGI 过 量 表达 ,并 通过 基因 沉默 证 明 过 量 表 
达 的 CYPOBGI 增强 了 氧 菊 酯 的 代谢 ， 从 而 导致 抗 
性 的 产生 。Karunker 等 (2008 ) 发 现 , B AIFI Q 型 烟 
粉 乔 对 吡虫啉 的 抗 性 由 CYP6CMI 过 量 表达 引起 
Hj, Willoughby 等 (2006 ) 利用 微 阵 列 技术 证 明了 在 
杀 虫 剂 抗 性 的 果 晶 中 ，P450 基因 的 过 量 表 达 起 着 
重要 作用 。Strode 等 (2008 ) 通过 构建 埃及 伊 蚊 的 
P450, GSTs 及 酮 酶 和 胆 碱 酯 酶 等 235 个 抗 性 有 关 
的 基因 的 微 阵列 芯片 , 表明 了 CYP9 亚 族 在 抗 性 品 
系 中 高 度 表 达 。Dabor 等 (2007 ) 利用 GALA/UAS 
RG Wt FE Ze AA FR WA PASO Cypógl, Cyp6g2 和 
Cyp12d1 基因 的 过 量 表 达 导 致 了 其 对 DDT. ir te He 
ik a. RRL. Le Goff 等 (2006 ) 利用 
微 阵 列 技术 对 86 ^P IR dg PASO 基因 的 表达 差异 研 
究 , RMA US EU XE EX SK EA UL VS Se Cyp6a2, 
Cyp6wl 和 Cyp12d1 基因 过 量 表达 。 

细胞 色素 P450 基因 系统 是 一 个 十 分 复杂 的 体 
R, 它 的 表达 调控 是 生物 体内 和 体外 多 种 因素 相互 
作用 的 结果 。 其 中 基因 激活 和 转录 水 平 的 调 市 是 基 
因 调 控 的 最 主要 环节 。 发 生 在 基因 转录 水 平 上 的 调 
控 涉 及 顺 式 作 用 元 件 (cis-acting element ) 和 反 式 作 
HAF (trans-acting factor) 两 个 因素 ( 唐 振 华 和 吴 士 
HE, 2000) P450 的 表达 可 能 受 顺 式 调控 元 件 , 反 
式 作 用 因子 或 顺 式 、 反 式 因子 的 共同 调控 , 调控 可 
能 涉及 转录 增强 的 转录 机 制 或 mRNA 稳定 性 增加 
ae Je Lr] CE BRAS IK, 1999) 。 上 述 几 种 
P450 表达 调控 机 制 在 昆虫 中 都 已 经 发 现 。 抗 性 品 
系 的 昆虫 受到 诱导 后 往往 在 顺 式 调控 元 件 或 反 式 作 
用 因子 的 调控 下 产生 P450 的 过 量 表达 。 
3.1 受 顺 式 元 件 调控 的 昆虫 P450 基因 

AE fp B pd HE P. polyxene 的 CYP6B1v3 
(Prapaipong et al., 1994) . JL 2€ MA d KUR (P. 
glaucus ) 的 CYP6B4 ( Mcdonnell et al., 2004) ZIRHI 
CYP28B1 和 CYP4G13v2 ( Liu and Zhang, 2002) 、 不 
吉 按 蚊 A. Funestus 的 CYP6P9( Amenya et al., 2008) 
等 P450 基因 都 受 顺 式 元 件 调控 。 

Prapaipong 45 ( 1994) x] Æ FT Æ AUER P. polyxene 
的 研究 发 现 CYP6B1v3 基因 启动 子 序 列 包含 TATA 和 
CAAT 盒 等 顺 式 元 件 , 这 些 顺 式 元 件 在 昆虫 受到 花椒 
毒素 (xanthotoxin ) 诱导 时 调控 该 基因 的 过 量 表达 。 


Hung 等 (1996) 通 过 分 析 来 自 已 polyxene 的 
CYP6B4v2 | CYP6B5v1 和 来 自 P. glaucus 的 CYP6BIv3 
All CYP6B3v2 等 4 个 基因 的 3 端 上 游 序 列 发 现 , 它们 
的 启动 子 区 存在 XRE-xan ( xanthotoxin responsive 
element) 等 相似 的 转录 调控 元 件 。Petersen 等 (2003 ) 
通过 研究 CYP6B1v3 启动 子 区 操控 报告 基因 CAT 在 
SO 细胞 中 的 表达 证 明 , EAP AR RR CYP6B1wv3 基 
启动 子 存在 重 乔 的 EcRE/ARE/XRE-xan 元 件 , 用 
于 激活 过 量 表达 。Mecdonnell 等 (2004 ) 研究 发 现 , TE 
北美 黑 条 黄 凤 蝶 已 glaucus “PARES RU A eR H 
P450 基因 CYP6B4 和 CYPOBI 启动 子 在 革 些 区 域 高 
度 相似 , 也 存在 EcRE/ARE/XRE-xan 元 件 , 这 些 转 
录 调 控 元 件 在 花椒 毒素 或 杀 并 花 诱 导 下 调控 CYP6B4 
基因 的 过 量 表 达 。Brown (2004) 发现 C/EBP 和 Inr 
等 更 接近 启动 子 的 元 件 也 在 花椒 毒素 的 诱导 下 调控 
CYP6B1v3 的 过 量 表 达 。Liu 和 Zhang (2002 ) 通 过 对 
家 蝇 的 研究 发 现 , P450 基因 C7P28B1 和 CYP4G1302 
受 顺 式 元 件 调 控 。 这 两 个 基因 的 启动 子 不 仅 与 
CYP6DI 启动 子 同 源 , 而 且 还 有 与 CYP6BJ 相似 的 局 
动 子 元 件 。Amenya 等 (2008 ) 发 现 , A i fü BY A. 
Funestus 中 的 CYP6P9 基因 也 受 顺 时 元 件 的 调控 发 生 
过 量 表达 从 而 产生 对 拟 除虫菊 酯 的 抗 性 。 
3.2 ” 受 反 式 作 用 因子 调控 的 昆虫 P450 基因 
一 些 人 研究 表明 , Be WRAY CYP6AI (Feyereisen et 
al., 1995) , R4 HJ Cyp6a2 ( Maitra et al., 2000), 
Cyp6a9 ( Maitra et al., 1996) , Cyp6a8( Maitra et al., 
2002 ) 基因 的 过 量 表达 受 反 式 因 子 的 调控 。 反 式 
子 突变 可 能 发 生 在 调节 基因 的 局 动 子 区 、 基 因 编 码 
K, 或 通过 突变 影响 反 式 作用 因子 的 转录 后 修饰 。 
CYP6A1 作为 从 抗 性 品系 家 蝇 中 分 离 的 第 一 个 
P450 基因 (Feyereisen et al., 1989) ， 在 抗 性 品系 中 
mRNA 的 表达 量 至 少 高 出 敏感 品系 10 fir ( Carino et 
al., 1994), Feyereisen “ (1995 ) W R £ M, 
CYP6A1 过 量 表达 受 反 式 作 用 因子 调控 。Maitra 等 
(2000) 通 过 基因 杂交 和 染色 体 置换 人 研究 了 位 于 果 
蝇 开 号 染色 体 上 的 Cyp6a2 和 Cyp6a8 的 过 量 表达 机 
制 , 发现 敏感 品系 中 两 基因 的 表达 均 受 到 位 于 焉 号 
染色 体 上 的 反 式 作用 因子 的 抑制 ， 而 抗 性 品系 的 反 
式 作 用 因子 发 生 基因 突变 失去 抑制 功能 从 而 产生 过 
量 表 达 。Maitra 等 (2002 ) 将 Cyp6a8 局 动 子 上 游 序 
列 与 严 光 素 报告 基因 融合 , 用 以 检测 Cyp6a8 局 动 
子 活性 。 结 果 表 明 抗 性 品系 91-R Cyp6a8 的 - 11/ 
-761 区 域 能 够 与 有 活性 的 反 式 作 用 因子 结合 , 再 
次 证 明 果 蝇 抗 性 品系 Cyp6a8 的 过 量 表达 由 反 式 作 
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用 因子 突变 引起 。 
3.3 受 顺 式 元 件 和 反 式 因子 共同 调控 的 P450 
基因 

CYP6D1 是 从 家 晶 中 分 离 的 与 拟 除虫菊 酯 抗 性 
有 关 的 一 个 P450 基因 (Liu and Scott, 1996), Liu 
和 Scott (1996, 1997) 的 研究 结果 表明 , 抗 性 品系 
CYP6DI 的 过 量 表达 同时 受 位 于 工 号 染色 体 上 的 顺 
式 作 用 元 件 和 位 于 下 号 染色 体 上 的 反 式 因子 的 
调控 。 

CYP6D1 基因 的 反 式 作用 因子 为 匀 指 重 日 (mdGfi- 
1), Ede CYP6DI 3D] KIAH., Scott 等 (1999) 
的 研究 发 现 家 蝇 拟 除虫菊 酯 抗 性 品系 LRP 品系 
CYP6D1 基因 5' 端 劳 侧 序 列 转录 起 始 区 附近 位 于 - 15 
~ -29 位 核 车 酸 处 的 一 个 15 bp 的 片段 的 突变 可 能 导 
致 该 品系 中 CYP6D1 的 过 量 表达 。Gao 和 Scott (2006 ) 
利用 凝 胶 迁移 技术 证 实 了 在 家 晶 抗 性 品系 中 位 于 
CYP6D1v1 启动 子 上 的 mdGfi-1 结合 位 点 被 一 个 15 bp 
的 插入 物 破 坏 ， 导致 抗 性 品系 家 蝇 mdGfi-1 结合 效率 
大 大 降低 ， 从 而 解除 了 mdGfi-1 对 CYP6D1 的 抑制 。 
这 一 突变 引发 CYP6D1 基因 过 量 表 达 并 产生 抗 性 。 
CYP6D3 是 位 于 家 蝇 [ 号 染色 体 上 与 CYPODI 相距 20 kb 
的 抗 性 相关 基因 ,两 者 的 核 苷 酸 序列 相似 度 为 7792 , 
CYP6D3 和 CYP6DI 在 抗 性 家 蝇 中 的 表达 量 均 为 敏感 
品系 的 10 倍 以 上 (Kasai and Scott, 2001), Kasai 和 
Scott (2001) 推测 CYP6D3 和 CYP6DI 的 过 量 表达 可 能 
存在 相似 的 调控 方式 , 而 比 对 各 个 品系 CYP6D3 的 5 
端 旁 侧 序列 并 未 发 现 有 搬 人 片段 存在 , 因此 CYP6D3 
的 调控 方式 仍然 需要 进一步 研究 。 

P450 基因 表达 的 调控 涉及 到 许多 步骤 ,mRNA 
转录 后 的 稳定 性 以 及 翻译 后 的 调控 也 可 能 起 着 重要 
的 作用 。 


4 小 结 与 展望 


细胞 色素 P450 是 一 个 基因 超 家 族 , 具有 丰富 
的 生物 多 样 性 。 目 前 对 于 昆虫 P450 的 人 研究 成 采集 
中 在 双 翅 目 和 鳝 翅 目 昆虫 , 以 及 CYPA 和 CYP6 等 
一 些 与 抗 性 相关 的 基因 和 家族。 未 来 将 有 更 多 的 昆虫 
基因 组 测序 成 功 , 将 极 大 地 扩充 PASO 的 家 族 成 员 。 
随 春 分 子 生物 学 的 发 展 , 将 会 有 越 来 越 多 的 P450 
基因 被 发 现 。 微 阵列 分 析 技 术 等 分 子 生物 学 高 新 技 
术 被 越 来 越 多 的 应 用 于 昆虫 抗 性 基因 的 筛选 及 表达 
差异 等 的 研究 。DNA 微 阵列 分 析 技 术 在 研究 果 蝇 
和 冈比亚 按 蚊 抗 性 基因 的 表达 差异 中 已 经 得 到 广泛 


应 用 (Daborn et al., 2002; Le Goff et al., 2003; 
Pedra et al., 2004; David et al., 2005; Vontas et al., 
2005 ; Strode et al., 2006) 。 对 P450 基因 超 家 族 进 
化 机 制 的 研究 将 起 到 促进 作用 。 对 于 P450 的 各 个 
家 族 成 员 间 的 亲缘 关系 和 进化 机 制 的 研究 较 少 , 应 
综合 运用 分 子 生物 学 和 形态 分 类 学 的 研究 成 有 果 进行 
分 析 。 对 于 昆虫 P450 基因 的 表达 和 调控 机 制 的 研 
究 很 多 解释 目前 还 处 于 推测 阶段 , 关于 PASO 基因 
的 顺 式 、 反 式 调控 机 制 沿 需要 大 量 的 证 据 来 文 持 这 
些 推测 。 鉴 于 昆虫 P450 在 抗 药 性 产生 过 程 中 的 重 
要 作用 , 研究 昆虫 P450 的 进化 和 表达 调控 机 制 对 
于 昆虫 抗 药性 的 治理 大 有 神 益 。 
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